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第 - 牽 序論
従来よ 吟食品ほ 写 Å類の 生存､ 活動に欠く 這との で きなむぅ主要因予 で あ
る 8 原始時代の 人類ほ ､ 生き延びるた め に事態的 に栄登の補給を行 っ た が ､
食糧の 確保が出来る よう にな ると ､ 味覚､ 風味 ､ 物怪を どの 点で よ巧噂好
性の高 い 食べ 物を次第に釆め るよう にを っ て きた o また ､ これ と同時に ､
俸の 調子 が悪 い ときや病気に かか っ た時 に何を食べ れ ばよレiか を経験的に
学習 し始め たo
こ の ようなÅ類 と食樋との 闘わi
j
3合 い の歴 史ほ ､ 食品研究の 歴史と もい
える ｡ こ れ まで の 食品の 価値ほ ､ 栄養面か らみ た - 次特性 と ㌔ 噂好面 か ら
見た 二 次特性 の 三 点で の み評価を受ける の が通常 で あ っ た(i)o しか し､
近年､ 社会の 高齢絶や 合理イヒによ っ て ､ 成 Å病や慢性疾患ある い ぼ ス ト レ
ス 疾患が急増 し始め ､ Å々 の 閑に健康に対する関心 が高ま っ た結果 ､ 摂取
きれ た際 に食品中に存在する 因子 によ っ て 有効に発現ずる食品機能に つ む盲
て の研究湧ぎ盛 ん に行わ れ るよう に な っ て きたo 従来 ､ 食品の 賓を衷ず言葉
と して 招 い られ て きた栄養面 で の ｢ - 次特性+､ 時好品と して の ｢二 次特
性+ の代わ巧 に ､ ｢ 食品中の 栄養素が生体に対 して 短期 ある旨竜ほ長期をニ果
たず機能で あり ､ 生命を維持して い く上 で 遵奉騎に重要をもの+として｢--
凍機能上 およ ぴ｢食品組織ある い は食品成分が感覚に添える機能で あ巧 ､
食品の 愛護性を決定する 因子+ として ｢二次壌寵+ の 概念が現在使われ て
い る(呈)o しか しなが ら一 食品中 には栄養素と噂好成分 ∈番吟､ 曜等ラ だ
狩で は 怒く ､ こ れ とは罰の 生理活性物質とも呼ぷ ペ き棟孝 な成分が存覆し
て い る e その ようを物質は摂取きれ た複号 生 体の 生理系競 ∈生体防御､ 添
ル モ ン ､ 神経 ､ 循環器 ､ 消代署等) を詞給し､ 健康の 維持 ∈病気の 予防ラ
や 回復 (治療)に直接役立 つ 事が ､ 濠達の 研究で 明らかをニな っ て きて 旨-る
(i)o 食品に存在す る生体調節物質の 飼を荒井の 報告(呈)よ巧引伺 した物を ､
Table l に示 した o こ の ようを物質を含有する食品の新 し い生体調節機能
(三次境能) を効率よ く発現する よう に作袈され た親王食品を ､ 機能性食
品 (physiolo sic aliy fu rl Ctio n al fo od) と呼ぷ事を i985年に荒井等が替
界に先駆けて提唱 した ｡ 更 に ､ 199i年に法律的 にも制度柁きれ ､ 特定保
健用食品と呼ぼれ て い る ｡
その 中で も ､ 免疫増強を どの 生体 防御系に 関する研 究は ､ 最近の 免疫学
の発展 と共 に特 に注目され て い る ｡ こ の よう に食品と免疫系の 関係 ほ深む盲
と考えられ ､ 低 ア レル ゲ ン柁食品､ 免疫増強食品 ､ 造鹿お よ ぴ免疫細鞄分
代講導寵を持 つ 食品 ､ 港内細菌叢の確立 とその 保護を持つ 食品な ど免疫学
的機能性食品の 開発が可能で あると期待で きる o
2i世紀にÅ巧 ､ 日本は高齢柁社会に突入しつ つ ある が ､ 高齢者の 増畜8
滋 よ ぴ少子柁 によ っ て ､ 食品は新た な ニ ー ズ が要求きれ ､ 高齢者 にと っ て
最も関心 の 高い ｢健康+ に茂立 つ ､ 栄養機能食品と して の 筏潮が尊えら れ
る と考えられ る ｡ 高齢柁によ っ て 免疫力が低下 する と､ 風邪や病気に罷巧
や すくをる ｡ 免疫力を高め る こ とが解決法g) lつ で はあるが ､ 後売 約免疫
機構は複雑で鞍妙をシ ス テ ム で ある ため ､ 免疫過敏 ∈ア レ)レギ 一 反拓き 等
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(荒井ら ､ バ イ オサイ £ ン ス とイ ン ダ呆 トリ - ～ i98よ吟き
の マ イテ ス の 面も増強す る可能性があるo
後天的免疫機構とは別 に舗菌や 労 ピ等から身体を守る働き にほ自然 ∈蒐
天∈郁 免疫礁構が あ巧､ 巳 トも挽蘭 ペ プチ ドを搾 っ て い る こ とが漁られ て
い る ｡ 低分子塩基性抗菌 ペ プチ ドほ ､ その構造 ､ ア ミ ノ 酸組成 号 ジス]レフ
イ ドの 数により 4 つ の グル - プがあり篭 昆 駄 両生類 ‥ 鳥類お よ ぴ様身 を
噂乳類 にお い て ､ 78種類段上 の 分子が報告さ 絶 て い る(Tabまe 2ラo こ 荷 車
から低分子塩基性抗菌 ペ プチ ドほ自然界 に広く分布し ､ 太古よ 巧生俸防御
の メ カ ニ ズ ム として 蓬托してきた と考えら艶 て い る(2, 3)o
デイ ブ ェ ン シ ン (Defe n sin) と捻称 きれ る噂乳動物の 扶菌性 ペ プチ ドほ
粘膜表層の 生体防御に 釦 -て 重要怒役割を担 っ て も篭る o defe nsirl ほ ､ 低
分子塩基性抗菌ペ プチ ドの 呈 グル - プと して 分類 され ､ 声 - she e宅構造と 2､
3 償 の 分子内 ジス )レフ イ ドを持 つ カ チ オ ン怪 の ペ プチ ドと して 特徴 づを子ら
れ て い る(Table 3)0 defe n s皇n は ､ 抗菌 ペ プチ ドの 多塑遜転手法を彰成 し
て お 琴 ､ 王98 年に最凝 に発 見 され て から と トを含む棟 身 を噂乳動物の気
管､ 臥 乱 彪液､ 皮膚な どで見 つ か っ て も与る(4)o
deぎe n sirl は ､ 存在す る6 つ の シ ス テ イ ン 残基 の 彰威する 3 つ の ジ ス]レ
フ イ ド結合 の 組み合 わせ の 遠 い から､ 従来の ぽ - deぎe 凸S皇ri と呼ぼれ るもの
と ､ 豆991年に初め て ウシ の 気管から見 つ か っ たii9 - defe n s量n と よぼれる も
の に大きく分類され る o ヒ トの も つ defensin ほ ､ 昏 -deぎe 抗Sin と して 6
種類(5手 6∋､ β -defe n s皇n として 6種類 が現在まで に報告されて い る宅7- ま2)o
巳 ト声 -defe nsifi-2(bBD- 2=ま､ 1997年毒こ乾馨痘患者の皮膚かち分線
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綿製きれ た 4ま ア ミ ノ酸残基の 塩基性 ペ プチ ドで あゎ ､ 3 つ の 分子内 ジス
ル フ ィ ドを持づ(13ラo グラ ム 陰性菌 ､ 陽性菌お 孟 ぴ轟菌をニ婚 して扶菌活性
をもち ､ 皮膚平気管彪よ ぴ節で多く発現し､ 腎姥 ､ 子宮, 唾液腺でも つ く
ら れ て い る o
hBD- 2 は ､ 生体が緒菌や炎症性の サ イ ト カイ ン に曝き れ た際 に著しく誘
導的に発現 される こ とが報告され て い る(13一 瞬 o hBD-2 ほ主と して グラ
ム 陰性薗や酵母 に対 して 有効 で ある こ とが葉臼ら艶 て お巧毛玉3, 14, i7手 i8)-
また ､ 億の a - また はi? - defe rlSまf3よ巧も約 i8倍の 抗菌活性を有 して む盲る
(ま4, 19)o
- 方 ､ 口腔 に関 して は ､ hBD- 1 の 抱王酋A ほ歯肉の 上皮細簸で構成的に発
現 されて い る(20ラo また ､ hBD- 2 の 投蛸兵 ほ歯肉上皮の 培養凍亀(2iラや 唾
液腺(22)で 誘導的 に発現 きれ て い る o 唾液申の hBD-2 の 濃度ほ約 158ng/FBI
で ある こ とが知られ て い る( 糊o
以土 の ように 専 hBD- 2 の 組織分布や発現 レペ )レに関する種々 の 報告がを
きれ て い るが ､ 口腔う蝕原性 レ ンサ球菌に対する抗菌活性 に つ もiてほ未 だ
知見がを い ｡
口腔 の よう に細菌が豊富な環境下で ほ ､ hBD- 2 のよう な抗菌ペ プチ ドが
生体防衛に寄与して い る こ とが考えられ る o こ の 夜説を検証す べ く､ 我 埼
ほまず､ h蓄D- 2 の 琵蘭活性を讃i3 定する 1
'
n v3
'
とr oシ ス テ ム を構築したo 準l
牽で は ､ 口腔内で 常在細菌と して 最も優勢に存在す る レ ンサ 球菌に対する
hBD- 2 の 抗菌活性､ 及び hBD- 2 耐性メ カ ニ ズ ム に関して 論じたe 済昏一2 ほ
口腔う魚原怪細菌に対 して 抗菌作周を示し､ 常在締菌に対 して ほ影響を与
えをか っ た o また ､ 常在細菌の 申にほ hB -2 に対 して 轟い 法縁 隆を示 し､
その 抵抗性 ほセ 7) ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤存在下で 畿下 したこ とか ら プ 日 テ
ア - ゼ活性 に由来する 自己防御機構が存在する ことを証 明したe
さら に ､ 食品成分の ようを外自絹ij 敦で defe n sin の発現 を増強ずる ニ と
がで きれぼ､ Å俸が備える生体 防御能を利周 した機能性食品の 開発が可能
となる｡ 抗菌 ペ プチ ドの 産生増強効果を持つ 食品成分 の探索を行う ため ､
ヒ ト表皮角イヒ繍脱が産生する hB D- 2 をモ デ ル に寛厳系を構築 したo 欝 2 肇
で ほ ､ bBD-2 が食材 に よ っ て 増強され るか どうか と い う可能性 に つ い て 報
告 し､ 食品漆細物 で ある パ ン 酵母粉末 によ る hBD- 2 発現誘導効果と ､ 穀 類
と大腸菌粉末の 共刺激 によ る発現誘導増強効果を見出 した ｡ こ れ らの 活性
は絵 Eて 不溶性 の菌分 に存在する こ とも明らかとな っ た o
第二牽 ヒ巨抗菌ペ プチ ドの 日渡席薗に韓ずる効果
第 - 節 緒言
defe n s皇r3 と縫称きれ る噂乳動物の抗菌性 ペ プチ ドは粘渡表層の 重体 防
御にお い て 重要を茂嘗弓を担 っ て い る o 感染に対する自然免疫 の 重要を要素
である こ れ ら の ペ プチ ドには様々 な構造上の多様性 が存在 し､ 資食細愚 母
上皮舘脇など数種の 梯娩で産生され て 0 る o
defe n sin フ ァ ミリ - ほ 6儲 の cyste皇n e残姦通雷3対の 分子内 ジス )レフ イ
ド結合を彰成す る 涛 チ オ ン 軽 の ペ プチ ドと して特徴づ墨テられ て い る o こ れ
らの cyste呈n e 残基 の ジ ス1レフ イ ド結合の 組合せ によ 巧 戦 ht m a ndefe n sin
フ ァ ミリ - は af - 及びダ ー の 2種の サ ブ フ ァ ミ リ - に分類きれ る o
ま985 年に Ga n zら によ巧初め て 見出された hu 漁afl ぽ - defe B S皇rl に は現在
6 働 の is ofo r 招が報告 きれ て い る宅5事 6)o その 中で ､ :tl藷a n fi e u若r ophil
peptide -1 か ち -4 (富野 ー 卜 - 唾) と称きれる 4 分子ほ自塵塚申の ア ズ - )レ
紫粒 に局覆するo hfa a ndefe m sin- 5 と - 6 はD- 5 と - 6) と蒔きれ る 2 種 の
a -defe n sまrl ほ ､ 腸管の ㌘a n就h 細愚の 分泌源軽費蛮性の 生殖落雷の よ皮
締温に斉憲する(23)0
i995 年にほ ､ ぽ 一 defe n sin とほ構造よ 異な っ た hu 讃a ndefe n s皇n が ､ 鹿
渡ろ過緩から労粧され( 弼､ ダ ー defe n s皇n と名づ けられ た o その Et m nダ
ーdefe n sin - i (hBD- 呈=ま腎娘 ､ 静托 ､ 尿 管､ 気道､ その 他数擾 の 上皮観銘
で構成的に発現 きれて も与る(7J i)0
また 4 まア ミ ノ 酸残塞から成 る シス テ イ ン に富むカ チ浄 ン性 ペ プテ ドで
ある htlH a n声 -defe n siri- 2(hBD-2)ほ ま997年を-: ピ 巨皮膚よ巧見出きれ(ま3ラ､
後に蘇､ 口腔粘膜 ､ 唾液な どに亀存在が確認き 艶 て旨iる o h召f)- 2 ほ重体が
梯菌や炎症性 の サイ盲､ 労イ ン に曝された際に著しく誘導的に 発現 され る こ
とが報告され て 旨与る(i3- i<6)o hBD-2 は主と して グラ ム 陰性菌母 野簿 に 対
して 有効 習 あ巧(13, i4≠ 王7, 18ラ､ その 活性 ほ ､ 亀の defe rl S皇rlよ 巧も釣
IO倍の抗菌活性を宥する挙が報告さ れ て い る(呈4, 19)e
それ ら の 直接 的蛮抗菌活性 に加 えて ､ defensin には 自然免疫 と獲得免
疫反応との 問の伝達 にお い て 重要な作絹を持 つ こ とも認識 きれ て きて い る Q
例 えば､ hBD-2 は CCR6ケ モ カイ ン レセ プタ ー を介 して樹状細鞄を刺激し
てむちる(24)が ､ 樹状繍魁 ほ初期 の 免疫反応 に於い て ､ 抗蛍接示維鹿と して
重要懲役朝を果た して む-る o こ の 数年で ､ 新たな buBl 折β - defe rlSir3で あ
る bBD- 3 と bBD- 4 が同定され ､ 皮膚及び鼻粘膜 紬BD- 3) や精巣及び胃の
幽門飼 (st珊 a Ch pyio rまc a ntr u 8)) (hBD一項=ニおをチる それ らの 観畿特異的
発現 が報告 され(25, 26ラ､ 更 に hBD-5と hBか-6 がピ 声ゲ ノ ム 情報からの マ
ウ ス遺伝子との 恭 モ ロ - ダ検車解析 によ巧 ､ 新たに発見きれ ても盲る蔓呈2ラo
- 方､ 口腔 に 関 して は ､ hBD- 1 の 担RH兵ほ歯肉の 上皮雑亀で構成的に発
現され て い る(20)o 反対に bBD- 2 の 斑蛸鬼 は歯肉土皮の 培養細亀(2i)常唾
液腺(22ラで誘導的に発現 きれ て い る Q 唾液申の hBB- 2 の 濃度ほ約 i58ng/拐呈
で ある こ とが知 られ て い る( 弼o 段上 の よう に ､ 托BD-2 の組織分布や発現
レ ペ]レに関す る種 々 の報告感官なきれ て い る湧雷､ 日渡う蝕原牲 レ ンサ 球菌に
柑ずる抜歯活性 につ い て は莱だ知見がなもio
呈e
口腔の ように細菌が豊富怒環境下 で 憾B-2 e3よう を抗菌ペ プチ ドが重体
防御に寄与して い る ことが期待きれ る o こ の優艶を検証す べ く 一 茂 々 ほま
ず ､ hBD- 2 の 抗菌活性を測定する 3' n y3' £fqO シ ス テ ム を構築した0 日鰹 で
ほ 5 百種類以上の 常在補菌の薗層 の 申で ､ レ ン草 球菌の 薗叢 ほ多く の朝食
を轟め て い る(27)o レ ン サ球菌は虫歯の 原 因菌として 知られ る 2軽蔑の う
蝕原像 レ ン サ球菌で ある StT ePtO C O C C u S Biuta37 Sや S. s obFl
'
i? u Sを含む こ
とからもEj厳縛菌叢 の 弼御にお い て 重要で ある o
奉研究を通 して ､ hBD- 2 が S. 題uEa f3S苧 S. s ob㌢jTu 5に縛 して 効果が あ
巧､ 常在菌に対 して ほ ほと ん ど影響を与えず ､ きら に ､ 数種の 常在 レ ンサ
球菌が hBD- 2 に耐性 で ある こ とを見出 し ､ セ リ ン プロ テ ア - ゼ阻害剤 によ
る微生物プロ テ ア ー ゼ 活性の 阻害が bBD-2 に対する菌株の感受性を高め る
と いう ことが確認で きた ｡
本研究 で ほ 口腔う蝕原性 レ ン サ球菌に対する hBD- 2 の 抗菌活性 ､ 及び
hBD- 2 耐性 メ 労 ニ ズ ム に関 して論 じて 磨り ､ E3腔常在菌叢の宿主に対する
防御磯構の存在を示唆 して む与る o
重畳
第二節 材料と方法
第 - 項 試薬
琵菌試験 に伺 い た b澄芳一2 ほ ､ ペ プチ ド研究所 (夷阪 ､ 日本き よ 巧合成 ペ
プチ ドを隼人 した｡ 被駿薗株の 培養に ほ Di fc o(態豆cbiga n菅 ロ§郎 製の も
の を周 い た o 低融点ア ガ ロ - ス は Gib∈o BRL∈ロS郎 裂を済も盲た o 特をニ轟
きを い 限fj､ その 他の 試薬は和光襲ある い は シ グ マ 饗を絹旨盲た o
呈乏
第三項 被験薗緑
葉厳 に 剛 毛た被験菌株は ､ 鬼詔e ric a nType ∈ult-Or e∈o圭1e c竃呈on (鬼TG∈ラ号
GifuTypeCultu r e∈o呈呈e ∈tio n(CTC)ある い ぼ 玉虫St皇tutefo rFe r 脚もaモ皇o fi,
8s aka (王F郎 等の微生物バ ン クよ り人事し ､ そ鈍 らの 菌株名ほ rab量e 4妄こ
示 した e
呈3
8A
S毛g盈呈n
r efeT erla e
Es che richia c oilj FOi5044
Staphタio c o cc HS a WeuS 鬼T CCi 26 鱒
arig n o s tl§(milleF毒)gr o tlP
Sir epto ピO CgiS a汚ginoE u 8鬼Te C333撃7
Sir epto c o c cu sc on steiiaiilS 鳥T C C 27 §23
StF ePtOC O C C u Einte門 羽箸dius 鬼T CC 273 35
m董ti§gr o tiP
Strepto c o c cusgordo nii 鬼T ∈C i855 §
Str epto c o c c u smitl
'
8 鬼T C C 624撃
Streptoco cc u s mitl
*
s G TC495
Str epto cocc us o 和gis G T C 276
StiTePtOC O C uS Pne tlm Onia eGTC26 号
Streptoco cc u ss anguis 鬼T C i055 6
m tl紐n 鳥gT O tlp
St轡 tO CO C Cu S Cric etu s鬼T C C i.964 2
Strepto c o c c # sd8拶 汚･ei 鬼TC C3374轟
Strepto eoc cu5feFu S鬼TCC 334 77
Sti･ePiococcu gm a ctgcae 鬼TCC 359まI
EtFePtO COCCu-E m炭ta汚3 鬼TC C 25 i75
Strepto co c cu s mぉt a 招SM T畠14 8
Strepto c o c m EFattu S鬼TC だま9 軸5
Strepio C O CC u S Obrin u 5鬼TC C3347 8
StFePtO C O C CLIS SObFinu E67i5
pyoge 捜董cg和tlP
Sirepto c o c eus aJgaia ciiae G T C i23尋
Streptoc oc cuぎPyOge 汚e SG T C 26
s al量v a壬itl§gr e呼
Strepio c o c cus s aii夢 Wius 鬼写CC 975撃
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第三項 阻ik 円による hB笥- 2 の抗菌活性
hBD- 2 の緒菌に対する生育阻害活性ほ ､ Lehr e FらC3 r ad量a呈 di ffusiofi
a s s ay n ethod(28-3Oきを参考に したo 簡潔に述 べ る と ､ 被凍菌をBH董 bro軸
申で - 晩培養 し ､ 冷や した 10 鑓H リ ン醸ナ トリ ウム 緩衝液 (p泣7.凄
^) で 遠
心 によ 巧 2 度洗浄後､ 滅菌後 43℃ に暖め て あるリ ン酸チ トij ウム緩衝寒
天溶液(i%低融点aga r o s e､o.o3% TSB､0.82% 海e e n20∋に鼻628がO-8O呈5- 0- Oi
となる よう に懸濁 した o 抜上の ように調整 した蘭懸濁液ほ 斗 6 B呈 毎に シ
ャ ー レに約l 組 の撃きとなるように分注 した ｡ ゲ)レが十分国花した後に ､
プ レ - ト上 に直径 3 m の 究を空け ､ 4 j5 担l ず つ の hBD-2 溶液 (魯濃度が
8､ l･ 74､ 3･ 47､ 6･ 94､ 13･ 9､ 27･ 8､ 55. 6t l uち 222将/抗i) を漆カHした o
37℃で 3 時 間イ ン キ 且 ペ - シ ョ ン した 後､ 弼様にカ討温 して 溶か した 6%
(管/vラ写SB 寒天溶液を重層 した o その 後 ､ 十分菌が生育 して ロ ー ン が形
成されるま で 18-24時問培養したo 菌の 重曹しをも盲透明を阻止円の 直径を
許濁し､ 生育阻止活性を褒め た｡ hB D- 2 の生育阻止活性 ほ下 記の ように定
義した｡
i unit of inhibito Ty a ctivity = (d皇胡 ete r Oぎ cle a T Z O n e皇n 脱 臼量n 岱
3. 0) x ほ
重5
第鍔項 プ ロ テ ア - ゼ 阻害剤の 影響
v土記第三項の 生育阻止読巌 の実験方法に準じて ､ 蔚を懸濁 した-] ン 酸横
筋寒天溶液中に ､ 日封SO に溶かした ま5 種の プロ テア - ゼ 阻害剤 ∈鬼EB§F､
細 a stat皇恥 Anモipa i n､ Apr oモ皇rl皇r3､ Be stat in､ Cbym o sta告まrl､ 3音奄00f)∈王､ 監-
64､ Ef)TÅ､Letlhisモ れ LetlPePt 紙 Pepstat 紙 Pho sphe r a 摂皇do n､ TPC琵､Tryps皇fi
iBhibitor) を 18 成一 10戚 の 阻害萱逮濃度で観え ､ 教生物由来の プ ロ テ
ア - ゼ活性を阻害したe 伺 い た 阻害期 の 大手麗と特徴 も併せ て T 盛ie 5 に
示した o D組S8の みを加 えたもの を対照と した｡
壬6
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T P C K
Trypsi n墓地毒b量to r
h h主b主t壷o n
琴 喜喜
s e rirlePFO紐盗S eS
arrl由opeptidase afld eu血 e 盈rTiiflOPePt皇ぬse
tfyPSln事 papalri, a ride a毛hep§ifi鬼, ち
監aほkfei鴇 P&色ere a毛ietTypS m
arn主r10PeP若妻ぬses
ehyrr10野pSlfi亨 PaPalfl亨 arld ca也eps毒rl鬼, B亨 D
s erirlepTOtea§eS
モbiolpre紐 as e畠
Frietal壬o-preモe ase§亨 rrl et a3- 盈C tivate8pr9紐 ases
鬼rnif10PePtiぬs e”
trypsまn,Plas 斑in亨 P盈Pa圭ri, arid caぬepsii3a
pep§1rh e atbepsi現D, a 邑dre 色i迅
鮎 rrriO壬y§iB, Ne utfaまErl由pep貞ぬse
-24-まl毛友 野
Degradatio nErl野rn e), a nd Endot亀e壬in Co rlVe推量喝 E農芸ぎ摂 e
chyrn otryps主邑一隻i転e seTin epro観 Se
野PSま投
§up pl董e r
望≡= :≡:王=蓋王己;:買 轄 :喜:喜喜
鮎 e換ei)重盗gR e意壷c sGfBb H
P E 済 D E 玉村S T壬r 日管芭,玉村∈.
蓄電賢R D 宝玉粥S T‡写t5T藍亨王国C手
鮎 e転e Di喝顎0 §竃ies6f!B 粥
S壬G 朗二鬼
㌘E ㌘T壬i3E 王対S T夏T iIT 監事王国e.
S‡G 如Å
P EP T 荘〉E 玉村S T王T U 写E, 獅 C-
S王G王城鬼
P E F ぎ王D E 玉村S T董T u
r
F E専 獅 C,
PEP T 迂ラE Ⅰ対S T王写u T E号若紺CI
P 耶 琵)E 玉村§T壬T U T E管玉河C.
P E F m D E霊対S m も汀E守壬封C,
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第三節 結果
第 - 項 レ ンサ球菌に対する hBB-2 鍔抗菌清隆
レ ンサ球菌群ほ ､ 虚構学的分類 と 16S- rR 鮎 の塩基配列の 相享司怪およ ぴ
firige r-Print皇ng に よる分類に基 づIu て ､ a ngino s u s(琵i ‖e ㌘皇き､ 毘iもis､
n uta n s､ pyoge nic､ s alivaf
･皇u s㌔ bovis gTO uP の 6 つ の グ]レ
- プ に労類 き
れ る(31, 32∋｡ 我々 ほ ､ こ の 申で bo vis gr otiP を除 い たEj腔 に於 い て よi
見 つ かる口腔 由来の レ ンサ 球菌に対 して ､ 阻止円形成 に よ る hBD- 2 へ の 感
受性 を検討したo 本試験 に阻止円形成法を採周したの は ､ こ の 試験方法漕ぎ
抗菌ペ プチ ドの 活性謝宕に広く使われ て お巧(28, 29事 33号 34き､ また ､ 最
も簡便且 つ 直接 的で轟い 再環性 を有し, hBi)-2 の菌に対する抗菌効果を決
定する挙が出来るか らで ある o
Es che r l
'
ch3
'
a c o31
'
と staphy3o c o c c 臼S a u ㌻e u Sを グラ ム 陰性菌と グラ ム
陽性菌の コ ン ト ロ ー ブレとして 別 号たこ の 実験系で ､ b 臥 2は も 0- 25紬g/El
の 範囲 で ､ 雨着 に対 して濃度依存的 に生育阻害活性を示 した (Figu r eiきo
それぞれ の hBD-■2 に瀕す る被験菌の感受性を放校する ため に ､ 達観直線 に
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に対する感受性 に つ い て ､ 高感受性 (王C2日 が iOO将/槌i 以下)､ 葬感受性
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第三項 hBD-2抵抗性の積構解明 ∈プロ テ ア - ゼ の効果ラ
口腔 レ ン サ球菌の h 臥 2 感受性 の違 い を解明する 凱 細菌由来 の 王g轟
prote a s eの 楼な プ ロ テ ア - ゼ の 宿主 に対す る 防鞠作周(3 5亨 3 6き墨こ よ る
bBi3-2 抗菌活性 の 不活性柁の 可能性をニつ も嘗て ､ 被駿薗をニ対 して検討を行 っ
た o プ ロ テ ア - ゼ は ､ 基質特異性やその 他の 特徴に よ っ て 彰 リ ン (s e r皇ri eき
プロ テ ア - ゼ
勺
シ ス テ イ ン (cysteまne) プ ロ テ ア - ゼ ､ 金属 (配 宅a呈呈o)
プ ロ テ ア ー ゼ ､ ア ス バ ル テ ィ ツ タ(aspart 皇c)プ ロ テ ア - ゼ ､ ア ミ ノ(aB皇noき
プ ロ テ ア - ゼ の 大きく5 つ に分類 きれ るが､ どの タ イ プの プ ロ テ ア - ゼ が
抗菌活性の 不活性柁 に関与して い るか を調 べ るた 癖 ､ T盛Ie 5 に示すよう
を様々 を特異性をも っ た 呈5 種類の プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤を各室適濃度で 伺
い て ス タ リ - ニ ン グを行 っ た と こ ろ
-
､ bBB- 2 抵抗性 の 高 u S･ a ng 細 s u s
お よ ぴ S. 題i fl
'
s に対 して ､ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻害期で ぁる 3,4- DC王 を
周旨､たと きに hBD- 2 に対する抵鎗隆が著しく低下 した 約gu ㌻e5, 6きo ま
た ､ 同様に セ ーj ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤 で ある 写㌘提 ､ 兵藍BSF を周旨iると s.
a ngi80 SuS の み抵抗性が著しく低下 した ∈F皇guTe 6ラo
効果の あ っ た数種の 阻害筆削こ つ い て ､ S, a噂 1
'
n o s g sと S. 題3
･
藍i
･
s に対 し
て h 臥 2感受性 の高 い S事 B28tanS を伺 い て虎鞍した 拝呈gu ㌻e 卜 9)o 阻害
剤 の を旨盲 D姐S8の み 漆施 した条件で ほ ､ hBD- 2 に対 して 葬感受性 で ある S,
B21
'
tl
'
s および s･ a曙ji3 0 S u Sが,3,4- D∈壬存在下 で感受性と怒 っ た 軌 酢r e7争
8)o また ､ S. a噂in o s u sに つ い て ほ AEBSF や 写P∈琵 でも感受性とを っ た
繕igu r e s8)e s･ B u
'
E呈s 滋よ ぴ s. a曙 l
.
8 0 S U Sほ ､ 60担H の3与種- D∈茎存在
乏7
β 感 8
6e
富
§ 昏8
～_ .メ
雷4 O
L
P
IO
U
3 O
ご
iJ
O 2e
i
= 1 e
∈
O
6O
A
さJ
§ 5O
ヽ 一 ′
A
空 4 e
ラ
L
33
冨 3 e
ご
B 2e
A
.⊂ 1 O
こ
¢
6 8
′- ～
ふJ
§ 5 O
ヽ ー
賓 i e
>
苛
諾 30
雷之0
～
a
≡ l e
! =
a
益 ∈oTI 紬)
甘 e 8ti 触 J
マ
1 1 0 1 O8 1 O O O
h 8D 遥c 0 日Ci 毎g/” i
B母Statirl
3 8 u朗
3 Ll討
書
王
1 1 8 1OO I O B 8
憎 D 之c 脚 C.桓g/rr!事
EZ)T A
15 f71朗
昏】 S rnN Jt
Y
Y
1 1 e l 00 1 BO O
b8D& c oRC ･iJg/rr7事
Peps頓ゼsl
多昏
′ ヽ L
ふJ
§ s o
ヽ
_
. ■'′
妻 4 e
ラ
'
3=
諾 3 e
a
B 之0
冨
£ 1 e
E
¢
A 3 淵
y o.3 嘘
V
ま
l
1 1 e l oo l e 鞘
h8 B違 c o rl C･宙g細 事
6e
′ ■ヽ
島J
§ 5O
)
>ヽ
岩 48
>
芸;
諾 38
ご
O 2O
与J
一こ】
j= 1 O
㍗
e
8O
ノー
ヽ
ふJ
§ 5O
㌔ 一 ′
A
ごピ &O
.≧
〟
諾 30
ぎ 2e
.t
a
≡ 1 e
=
8
8 O
ノ ■ ■も
み J
§ 与0
ヽ - ′
>ヽ
一望 4e
.≧
}
諾 3 e
A
旨 2 O
～
a
≡ l e
=
0
8 e
冒
§ s 昏
ヽ 一
書尋O
.
i3
岩 3 8
ご
jJ
Q 2 O
A
隻 l 母
¢
兵 建i声意t7
3e 曲
aim
1 1 O l oo 1 e昏8
娼 D 違c o rle.むg知 事
Chy抗O S垣 軌
3O 曲
3 LJ 鎚
1 1 O l oo l e 昏昏
hB E)壱 e oflC .iJghn事
te LLtl岳5
-
8
S O 戚
3 曲
i
管
*
1 1 0 1 e e 1 Oe e
hBt)違co nc .如g鹿 事
Pね8琴 ぬTami 由tl
▲ 3 0 癖
字 3 曲
1 1 C l 宅ぬ 1 ¢的
h 捗D,2c 抑 C ･彰g 細 事
80
a
§ 5e
〉
知
ごヒ 轟0
ラ
芯;
諾 き8
ご
O 2O
与J
i3
エ: 1 O
㍗
e
さ母
. ～
～
`
≡ 5O
=〉
ヽ ■_ ∫
蒼 481芳
阜J
こ) 3O
昭
賢 2O
.i
至 1 O
ミ=
¢
兵fr7a 葦毛a宙搾
3心 血
3ti輸
蓋
尋
1 1 e l O 督 1 e 母O
嘘 Di2∈o n c.彰g廟 事
3,屯i)i∈tio 好転 耽 8 8 摺a貞tl
輔 il秘
伝u帝 ▲
i
JB V
▽
Jt 守
▲
∀
Ji 腎
I
1 1 e l (胎 1 昏00
h8D,2co持C･毎g舟rl事
L 軌P 琴潜8
昏O
^
与J
§ 与O
～
-
. .∫
ぎ 4O
>
y
B
諾 3 e
き
B 2e
j⊃
j= 1 0
! =
e
呑8
′
-‾ヽ
～
§ 甜
- ′
A
誓 48
冒;
岩 3¢
A
L
B 2昏
J⊃
空 1¢
=
¢
▲ 3 O戚
V 3 ぜ舶
*
*
1 1 昏 1 O O l ¢¢0
輸8Di2c 8 fl C一彰g廟 夢
T堺 Sl
'
t7i 癖わ垂ぬ r
Jt 初治 喝 廟 I
甘 38 u昏加 f
∇
管
1 1母 1 昏昏 1 ㈱
嘘 ロ還 eefl e･宙g鹿 妻
番8
巾
4J
§ s e
㌔ _ ′
知
.g 胡ラ
芯;
岩 畳昏
き
∈〉 2e
J J
義
:己 1 中
名=
昏
兵 野 馳 由
3O 盛
蓋u#
よ
暮
1 1 8 1 e 8 1 鞘 ¢
h B D'2ぢ 朗 ∈.彰g如l夢
g-Sヰ
69
g
§ $ 8
1iJ ノ
彦 碕
⊥≧
｡わ J
岩 38
ぎ 冴
_eヱ】
三 1 帝
王=
0
Ji
専
V
S O 戚
3 曲
1 - 0 1 斡 1 00 ¢
h 8 f)t2 c o R C&g知 事
兵 歩SF
釦
(
も j
§ 5O
ヽ ■ ′
A
と 鵡
血≧
♯J
岩 38
賢 2B
与J
jコ
3= 1¢
こ
¢
紡
∫- ㌔
iNJ
§ 56
)
A
莞 &o
.≡
み J
諾 38
き
O 之歩
ふJ
云
芸 1 0
宅=
¢
y 甘
1 3 O戚
1 18 1 功 一 桃
色8 D 題e 耶 e.彰g廟 夢
丁稚 荒
38 盛
3盛
▲
Ji
1 1 母 1 ¢8 1 施
h 鎧D遥 c e n ctむgメ由事
F量gu r e5. 馳 ppr e s §io n of ぬe 陀S圭sta n e e ofS. mitis毛eh B D-2byPFO毛e a s e量王ぬ量毛痕o 済.
Therestl短 ofR盈dial di飽 siorl aSS ayS 威ぬ s ornepr 挽 &se地主bitors are sho 闇顎.
望8
野島感8
各8
=
⊂ 5 O
表
ゎ
と ヰO
.≧
4,)
岩 38
ご
O 2 0
iJ
a
芝 柑
⊂
O
60
冒
§ き8
ー
A
誉 轟e
忌3 e
a
B 20
.a
エ 1 0
=
e
6O
′ ヽ
～
§ 5e
ー
>l
ごピ ヰe
.≡
事J
諾 3O
穿2O
与J
'
a
≡ 1e
蛋
e
8O
∫ - ち
ふj
§ 5O
㌔
l
′
誉ヰO
与J
諾 3O
ご
B 28
a
書1 O
令
g ¢r I甘t)I
c 8ft 恥f
V
Y
▲
i
1 1 e 一eo l e O O
b8 D'2C O R C.tJg廟 事
昏6 宅急t 由
3eLl村
3 朗
1 1 8 1 80 1 80 8
bBD,2c o rl C･tJgJrr3事
ED T A
1S m 輸
O15 m 臼
1 1 0 1 O 8 1 ㈱
b B E) ゼごO ri C.tlg/rrl事
P野 S臨tiR
& 3 戯
V
o . 3 u癖
1 1 0 1 B O l 昏∞
細 D違 c o rlC･毛噂/rriき
幽
′
■ ㌔
ふJ
§ 5 0
)
>ヽ
空 4 e
>
'
a
諾 3 窃
ご
(コ 2 e
▲J
a
芝 1 O
∈:
0
8O
蛋
§ 5O
㌔ _ ′
>ヽ
嘗 ヰO
こロ
諾 3O
ご
O 20
とゴ
£〉
j= 1 O
宅=
¢
8 8
～
与J
§ 5 0
ヽ ■ ′
>巧
Jピ 4 0
>
'
a
駕 3 O
き
0 2 e
}
一iコ
J = 1 O
宅=
魯
′
‾ ■
ヽ
与J
§ s
ー ′
> l
誉 ヰ
'
3=
諾 3
ご
B 2
a
蓋 1
宅=
兵 托中東t7
点 38 感
官 3 昏甫
JE
富
1 1 e l 駁 1 O e B
h B D 之e o n e･由g 廟 き
e埠f77 e S松 由
Ji 3 O 曲
9 3ti輔
1 1 8 1 e O l ㈲
柁 D 遥c e r7C･由g/m 事
Le ubisb
'
n
30 頗
3 u5!
0
1 1 0 1 8窃 1 e O 8
h B D,2e 即 C.宙g/fr5事
戸始 寧 お 招E71jdo n
Jt 3O 戚
V 3 嘘
S e
O
0
0
0
¢
y
y
1 1 8 1 始 1 e OO
b B D 違c 抑 e ,彰g 細 事
錦
兵m者S∃随感8
′
･ 叫
も
ふ J
§ so
蛋
一軍 4i)
.
i3
駕 3e
ご
O 2O
ごピ
a
j= 1 0
≡
Q
き8t&尚
豊u溺
1 1 O l ¢8 1 e 併
旭 D ie¢r7Cbg 廟 夢
3,ヰーDic紺o tD 畠∝ o uEr7ariT7
′
■ q も
iJ
管
コ
～ - 一′
か
.≡与J
U
の
A
ら_
〈〇
.ど
a
J=
C
ノ
■ R
ヽ
与J
こ
コ
1i_ ′
>ヽ
与J
`
き
芯;
”
(守
>ヽ
i_
O
ii ,i
j⊃
I
C
80
S O
4e
38
6 8曲
6tl材
&
▲
i
iL
y
∇
2 0J
l ¢
'
0
敬
5 0
4 窃
3 8
▲
A Y
V 甘
9
1 1 8 1 8 呑 1 e ¢¢
b BZ)之 e o R C･彰g 細 事
L 餌PeP触
▲ 3 0LL樹
V 3 曲
2窃
1 O
B
1 1 e l O 8 1 ㈲
岳B D 遥c e rIC･宙g知 事
T 堺 癖 由hBお r
it 3BO咽 廟 -
v 3 如守加 -
昏¢
g
§ 5 O
ー ′
>ヽ
怒 4O
>
i
芦
諾 3O
ぎ芝e
～
A
≡ l e
G
昏
管
▼
1 1 e l e8 1鯛
旭 D違 cerfe ･むg 勉 学
昏O
J ～
阜J
§ 50
芸
ごピ ヰ6
>
L
a
諾 きO
賢 2母
ふ j
エコ
芝 1¢
!=
¢
兵 野曽T3il
Ji 灘 曲
学 毒由穿
1 1 0 † 郡 1 OOe
鳩 E)凄c 抑 e ･由g/m 事
E- 6 ヰ
J ～
♯ J
§ s o
もー ノ
舞
茸 ヰO
芸3
u
fo 3e
ご
B 28
.iコ
j= 1 0
r ■■
¢
▲
i 守
3 O 曲
3 嘘
1 1 昏 1 O O l 抑
細 D之 c 郎 C･8Jg廟 事
兵 挺SF
=
∈=
三
”
,仁j
>
与J
U
宅守
芦 ヽ
L
0
～
j∋
j=
=
′
- ■
ヽ
ふJ
=
∋ヽ
_ .㌔
あ
ぁ J
.
芳
'
a
u
招
き
O
ふJ
£き
3=
宅=
鴎
5O
1 3 O戚
1 3 Li輔
ヰ8
3 B
之B
I O
e
餌
5昏
〃昏
3 惑
2 O
†¢
ら
&
守
甘
Ji V
& iF
1 e l O¢ - ㈱
細t?違 c o 持e･izg廟 夢
亨陀 粍
3 苛 戚
3 戚
& &
並
JE Ji
v
甘
† 1 O l 00 1 ¢鮮
ti昏D 凄c ¢r n･む督 励 夢
声量gtlr e6暮 StlPPr e S Sio n of ぬe 托Sistafle e ef S. a ngin8 Eu5tO払B D-2by 托 o毛e 盈S e皇nh量bi毛o TS呑
Tbe restiits of Radi&l 由fftlS主orl ass 逮y Wi由s errlePrO毛e a§e主rlh綾由ors are sho w rl.
2 9
= 6 C享
!=
=
ヽ ー
>ヽ
与J
一
芸 4 0
斗J
”
巧
A
+
墨 2 0
a
+≡
≦=
-
0
t3MS O(eor珪r8‡)
3.4 - D C事.6 8拝柑
1 10 1 8 O
h B D- 2 ∈o 門∈. 毛細gim‡き
Figtm 7. Suppr e s §io 提 8君ぬe r e §量威 弧 e e 母君盈 抗書tl
'
ぎ 鬼T C C 轟望尋撃
to h B D-2 転y3,4- DCま.
T he r e §ui毛s of汲a盛al di軌 sie rl a 蓋S ayS 威蝕 3,4- Ⅸ 壬 謝di) 朗S 8盈汚 盛 珊 iL
遷8
▼= 6 O
≦=
⊃
もヽ _ ′
A
与J
`
芳 尋0
事 ●■ ■ 一
斗J
u
(守
>ヽ
』
B 2 0
● -
エ∋
＋ -
+≡
=
0
/
a
＋
D 関S O若∈o r鴇r o書き
3.4 - B∈l.6 0 圃
AEBSF,13 Op朗
T PC 托,3 0日朗
1 1 0 1 8 0
hB ロー2 co円C. 如gim事き
F量g狙re8･ 鮎ppre s s主o n oぎぬ昏r e 奮is毛a n e e o君盈 ang蒼nos諾ぎ鬼警だC 3 3 那
T
to h BD-2 byPT O紐a§einh豆b圭紘ぽS.
Ther e 沌壬随 of監ad量ald<i軌s呈o n as§ayS 闇 肋 s o m ep招 紐a s e毒nh3転量輸T§ 盈招 魂ow 抗･
3呈
= 6 0
I -
宅≡
コ
㌔ _ メ
∋わ
ヰJ
f q -
.≧ 4 0
ふJ
u
(Q
>ぅ
L
O
.t 2 0
A
■ -
J=
=
-
0
+
D柳SO(c o総 和ぎき
3,4 - DCL68 p･朗
1 1 0 1 0 8
h B D- 2 c o 円C･ 毛細g/m壬き
Fig硯re9･ StlPPre§S圭o n of ぬe r e §量t盈n e e Of S･ m uia n3 M 晋容量48
to h B D-2 by3,4- D CⅠ.
T he T e §tlls ofRadial d呈蝕s呈o rt as s ay w地 3みD C壬andD 如SOa 陀S払 珊 n･
S. mLlta n SW as a壬sodo n e a§ ah B D-2-§e riS如e e o n触l.
3芝
下で hBB-2 にたも㌔して 感受性とな っ た o 抗菌活性 ほ 嘗 S. B3uぎa f? 澄の 場合 ､
15種類 の 阻害剤と D班SO の み の 何艶 の場合も愛絶しをか っ た ∈daモa n 8も
sho 管nラo
阻害剤 の存在下 で 阻止円形 成就験を行う事に よ っ て ､ セ リ ン プロ テ冒 -
ゼ 阻害斉凱 特 に卑モ トリ プシ ン 梯セ リ ン プロ テ ア ー ゼ 阻害剤の み が hBD- 2
に対する抵抗性を弱め る こ とがぬ莱たo こ れ らの 結果か ら ､ S. B u
･
若1
･
s や S.
a ngino s u sの 様な口腔 レ ンサ球菌の hBB-2 抵鎗隆の 機構に つ い て考 モ 賢7)
プ シ ン梯セ i) ン プロ テ ア ー ゼ活性の 関与が明らか とを っ た o
33
第鍔節 考察
第 一 項 hBf)- 2 のE3腰細菌に対する抗菌活性
我々 ほ ､ 口腔 レ ンサ球菌 21薗種に つ い て 阻止円形成法によ る hBa-2 感
受性の検討を行むぅ､ レ ン サ球菌属内で 68倍以上の 感受性 の 違む5が ある 芸
とを見出した (写able 6)o 転 臥 2 は グラ ム 陰性菌と酵母 に縛 して 効果自勺をこ
殺菌効果を持 つ こ とが既 に韓告 きれ て い る(i3 曹 14事 呈8きが ､ 我々 ほ S.
B2uta BS と s` s obTl' B u Sを含むグラ ム 陽性 のう蝕性 の レ ン サ球菌 に対 して
も ､ hBB- 2 ほ殺菌能力を有して い る こ とを昆虫 した o ま た ､ hBD- 2 ほ § 病
原性細菌と して 知られ る S･ pf7e u 題Of u
'
a や S. 野 聯 n e S等に対 して 効果を
持つ こ とが分か っ た o グラ ム 陽性 の う蝕性雑菌に対 して - hBf)-2 ほ グラ ム
陰性菌の代表で ある E. c o33' と同等の 殺菌効果 がある こ とも発常 に重要で
ある o
- 方 ､ hBD- 2 に対 して 壊緑陰の ある S. 題1'を1's や S. a 癖 n o su sほ 孝モ 車
リ プシ ン稼セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻審顔 形存在下 で は S, 選び若a T2S と弼程度ま
で感受性とな っ た o こ の こ とは hBD- 2 に対する抵緩慢 の韓構に ほ爾 らかの
プロ テ ア - ゼ活性が 関与して い る事を示唆 して む3るo こ 絶 ち の こ とから鍵
盤物の 宝摩で ある 口腔内で は ､ 抗菌 ペ プチ ドや楼身 な防衛国手蔓こ縛す る感
受性が樺常置内 で の 生存比率を決定して い る と思わ れる o
3確
第三項 E3腔締菌叢に対するdeぎefiS皇n の影響
我 身 ほ ､ S, B u
'
Eis 苧 S. a ng 細 s u sが ヒ トの 体表面で 生き延びるた め の
hらt)-2 から の 自己防衛として ､ 抵抗性 メ カ ニ ズ ム としてe3プ ロ テ ア - ゼ の
存在を示唆して きた o しか しをがら ､ defe n sin ほ 3 つ の 分子内ジ ス み フ
ィ ド結合を持 つ こ とが報告 きれ て お り(37書 38)､ また鞍塗物由来の プ ロ テ
ア ー ゼ によ る分解に 対 して は接挽怪 があると いう報告 もある(39きe
一 方 ､ a A ef甜 Sin で ある hu 鮎 n n e utr OPh皇呈 defe n s皇n は ､ 苔- ある い ぼ
c一 束靖の 数残基を東栄きせ る こ と で抗菌活性が変わ る こ とも報告 きれ て い
る( 郷o 従 っ て hB'D- 2 の不活性柁 にほ 蔦 何ら か の プロ テ ア - ゼ妄こよる直接
的を hBD- 2 の分解 の 影響 が先ず考えられ るが ､ その 他 にも hBむ- 2 の抗菌活
性を妨害す る例 えば細菌 の 鮫構造を鯵鋒する酵素の活性柁の為の プロ 老 シ
ン ダに対する 問接 的を影響宅41)の 可能性も挙ぼられ る o
乳児の 日渡 で は ､ 濠も早く定着する菌叢ほ レ ン サ 球菌で あ吟､ 中で も S.
男1
･
f3
･
s が最優勢で あるく35)o S. a ng呈8 0 S u Sに つ い て も､ 歯の 生える前の 予
僕 で は 3労 の i の子供で定着して い る挙が報告 きれ て 旨13る(壕2)o 宿主 に対
する こ の ような耐性 メ 労 ニ ズ ム の 存在に よ巧 ､ 乳児期初期 におをずる 口腔細
菌毒の 優勢菌の 選択 理由がそれ らの 菌種の接続性 によ っ て髭明 で き ､ それ
らの 菌穫の hBD- 2 に対す る高い 耐性 によ っ て ､ その 後も日渡内で生き残 っ
て い くため にほ 宥和 で ある と思わ れ る o
我身 の 結果ほ ､ S. 腰1
･
t3s や S. a f2g呈n o s u sの 梯を hBD- 2 耐性菌の 生存機
構の 可能性が キ モ ト1) プ シン稼セ 事j ン プロ テ ア - ゼ の 産整に よ る hBD-2 の
35
不活性柁によ ると u う こ とを示唆 しても与る ｡ 実際 にぬ登時苧乳児期c)E3鰹
にお い て ､ と トの 発達時の 唾液や歯肉親践で の 転告さ- ま 彪よ ぴ玩BD_2 の レ ペ
郎 こ つ い て ほ韓告きれて い を い が ､ ヒ ツ ジを= つ をちて ほ出生後 の 発達琵階で
日渡の β -defe n s皇n発現 が増蝕 して い る(毒3ラミ とが幾 られ て ももる o
反 郷 こ､ グ ラ ム 陰性蘭学真薗の定着率の 増旗 が寝たき巧老Åの 白髪 管 見
つ か っ て い る撃(44)は ､ 唾液申の hBD- 2 濃度の低下 に よ るもの で ある と い
う こ とば有り得る こ とで ある o S. af2gl
.
B O S u Sは頓 蔑壕組換 申で 見 つ か っ
て おり､ こ の 菌擾の 感 の発達に 対す る鞍部が示唆きれ て むもる(晩 凄6)o こ
の こ と ば ､ 健の 菌に比 べ て ､ S. a ngiB O S 臼Sが咽頭組織に対 し て 愛着し賛
す い こ とを示 して お巧 ､ 生体防御に 縛 して 有利 にをる機構を持 っ て い る こ
とを裏付けて い る ｡
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第三項 今後の 展望
ヒ トの 発達段階 ､ 性別苧健康状誉によ る唾液申鍔 玩BD- 2濃度を溺愛ずる
た癖 に EL王SÅの 稼を通達を hBB- 2 アブ セ イ の 開発が息賓 で あろうo 唾液率
の bBD-2 濃度ほ 0.15将/Eli で ある(晩 47きかち､ 我 々 の S. 艶 Ea n sをこた
い す る c ol8 ny C Otlnting a s s ay の 結果 ∈LD5召 Of払BD-2 ほ 号 8事 03担gj鞄壬 溢
よ ぴ LD980fhBD- 2 は ､ 0.5汁g/Eli) よ 巧 ､ 唾液申の b臥 2 濃度ほ S･ 題ufa 月S
に対す る抗う蝕怪をも つ 濃度範囲で ある寧を示唆して むぅる o
こ の よう に bBD- 2 ほ ､ 虫歯 の 予防や治療に重要な筏朝果たす こ と が期待
で きる o hBD-2 は誘導性で あ る こ とば知 られ て おり(13- 糊 ､ 特定の種寮
の ア ミ ノ 酸(48)を摂取する こ とに より ､ 臼腔 の hBB- 2 g)発現 レ ペ )レを増脅
す こ と は可能で ある と考えるo hBD- 2 発現を増強する 食品成分の摂取ほ ､
う蝕や歯周病の様な日経疾患 の 予防 に彪をiて 広範囲 に効果が あると思 われ
る o
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寮三尊 抗菌ペ プチ ド節食品成分をニよる誘導増強効果
第 - 節 緒言
自然免疫に闘わ る ヒ トデ ヲ ェ ン シ ン ほ ､ 細菌感染 に鼻音ずる 最前線の防瀞
磯韓として の 中心的な投書陀 持 っ て い る こ とが知 られ て い る(轟9ラe ピ 鞍の
defe R Siflフ ァ ミリ ー ほ ､ 6 つ の シス テ イ ン 残量 によ っ て 3 つ の 労子丙 ジス
]レフ イ ド結食をも つ 塩基性ペ プチ ドと して 特徴 づ けられ a 及び ij9サ ブ フ ァ
ミ リ - に分類きれて い る o
e - Defe n s皇n は i985 年に凝めて 見 い だされ て(50)か ら ､ 現在まで に 6
つ の 分子 が発 見きれ て お巧(5)､ 好申球の ア ズ ー ル常駐や水腹 の Pa n eモh-ら
細泡の 分泌顕在申 に分布し ､ また女性 の 生殖署 の 上皮繊泡 にも存在して bi
る(23ラo 全て の a - defe n sirlほ恒常的に発現 して い る ｡
皇995年に ､ a - defe n sin と は シ ス テ イ ン 残基をこよ る分子 内ジス ル フ ィ ド
結合の 組み合 わせ が異なるβ -deferiS量ri が､ ヒ トの鹿渡渡過渡 か ら発見き
れた(ま0ラe
琵u 粗a nijg - deぎe n s皇rl- = 私塾D- i) ほ ､ 様考 なよ皮轟の観織に恒常的 に発現
して い る(7 , 9亨 iO)｡ 一 方 ､ hBD- 2 ほヒ トの 皮膚で 見 つ か巧蔓呈3き､ 更にそ
の 後､ 軒 ､ 口腔粘膜､ 唾液や他の 観鏡 で も見 つ か っ て い る宅22亨 5i, 52ラo
こ の 数年で ､更 に 4 つ の 新たな hu 取 n β -defe n sin で ある hB -3 からhBD- 6
が発見され ､ それ ら の 観織特異的発現 が報告きれ て きて い る(12す 25き 261)o
h臥 2 は ､ グラ ム 陰性薗や病原性 の酵軌 ニ対 して 効果的を殺菌汚絹を持
つ こ とが知られて い る(13, ま唾きo hBB- 2 の挽菌清隆は鴇e) ぽ - お よ び声 -
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deferlS皇n と氏乾して ほ 倍 臥主管 ある(呈4ラ昏
hBB-2 は ､ E. c oli汚 Ps e udo BiO n a S a e ㌻噂 3
3
n o弘 Si a u ㌻euSJa nd 油 alb3
'
∈a f?S
等の 病原性 の 微生物が感染した場合や ､ 前炎症性サ イ 卒 寿イ ン の 産盤をニ蓋
っ て誘導きれ るく呈3, 呈4)o しか しをが ら - 幾 つ か の ア ミ ノ酸や その 誘導体
が､ 宰の 上皮細胞に 釦 ちて β -defe n s皇n の 誘導に効果 がある宅郷 と麗 られ
て い る以タもほ ､ 食品や食品由来成分 によ る hBD- 2 の誘導効 果に関 して ほ莱
だ何の 報告もな い o 我 々 は ､ 艶ぬ痘 や 日和見感染等の 感染症 の 予防の 克逢
に役立 つ 機能性食品の 開発 を目的と して hBD- 2 の誘導性 に 着目 し､ 特定の
食品摂取 に よ っ て ､ その 産生 レ ペ)レの 増幅を コ ン トロ ー ]レす る可能性を検
討したo 食品 によ る 肝毘 細胞中の hBD-2 n旅A レペ)レの 増奴を食品単敏 畠
よ ぴ ､ 食品と太腹菌の相乗的を刺激効果 に つ い て調 べ た o その 結果 i 食品
由来の 微生物 の 申 で酵母が蚤も顕著を hB - 2 戚封A 誘導効果を示す こ とを
見 出した o きらに ､ 穀物と大腸菌 によ る 真鯛敦妄ニよ巧 ､ hB D-2 投壬甜鬼 レ ペ
)レを大腸菌の み の 誘導効果よ 巧も造勇吉に高く増恕きせ る こ とが分か っ た o
3撃
第二節 樹科と方法
第 一 項 ピ 声初代培車表皮角柁錦飽からの 鮒鼻抽出
ヒ ト初代培養表皮角柁 ほF監)細亀ほ 一 班u 包a n∈o rTiea呈6r 8 管紐 S嘩P蔓e 配 n宅
(ca s c ade Biolog皇c s! 王n c. 号 ㌘o rtla nd 乳 ア メ リ 那 に ､ ウ シ脇下垂体
抽出物 (bovi抗e Pitu皇もa ry e xモr a ct) ､ ラ ツ 巨土産成長田子 (昆tir皇n e
epide r 斑al gr o 闇th fa ctor)､ ノ､イ ドロ コ ル チ ゾ ン 軸dr o c o ㌢宅is o n eき､ ウ
シ イ ン ス リ ン (bo viri e皇n s ul 皇nラ ､ ウ シ トラ ン ス フ ェ l) ン (bo vin e
tra H Sfe r rin)が含まれ る もの を漆親 した監pまL皇fe培地(Ca s c adeB皇ologic s,
Ⅰn c. ､ po rtla nd OR､ ア メ リ 郎 によ っ て ､ 5%C82､ 37
o
∈ 条件下 で培養し
たo
2.5xiO5 c ells/gli の 密度で 6穴プ レ - ト に接種した 肝畏縮鞄を 24時間
前培養 し､ さら にサ ン プ)レ漆恕ある い ぼ寮冷奴で 呈6 時間培養したo 繊飽
か らの モOtal 済Aの 摘出は ､ 甜e a sy 尚ini 進呈t 榔兵G監常 投･ 藍･ ､ 日 割 を伺
い て ､ 抽 出操作 は キ ッ トの マ ニ ュ ア] レ妄こ従 っ て替 っ た o
磯
寮二項 岩畳PC琵
試験物質の有無によ る様々 を条件下 で 培養した 肝民 締亀よ i-?抽出 した
toモai 悶A か ら ､ 逆 転 写 反 応 に よ 巧 cD習Å を 脅 威 し た e hB昏-2 と
glyc e r al dehyde
- 3- pho sphate debydr oge n a s e昭島PD郎 の cか鮎 を Taq鮎n
配 thodology( 郷を革潤 した ､ AB壬 P昆王S招 77OO Seqtl erlC e顎ete ct皇o FISysもe顎
(Perkin - Ein e ㌻Applied Bio syst鯛 S､ 日本き に よ っ て 7]アみ タイ ム 定量
PCR法によ り湧弓愛したo窓登 PCRの増幅は Taqぬn h iv e r s a呈㌘∈毘 鮎s宅e ㌻日量Ⅹ
(pe ㌢転皇n Ei迅e rÅppi皇ed B皇o syste 臥 3apa n
-
) を伺 い て 25細l ス ケ
-
iレ
で行 っ た o 増幅反応時の 温度条件ほ マ ニ ュ ア ル に したが っ て行 っ た o 即ち ､
50oC で 2分 問反応 きせ ､ 9毒oC で i8分 間の 変性後､ 94oC､ 15砂と60oC- 60
秒の 温度サイ ク ル を 45回線 巧返 した o
確量
第≡項 プライ 冒 - 鍔 設計
hBⅠ)- 2 を検出する ため の ア ツ セイ に伺 い た プライ 守 一 ∈fo r 響a ㌻d:5守 一 cモモ
c ∈aggtgt t t t tg酢 g酢 a -3
'
; r eve r s e :5
亨
-
ga gtggatga c atat琶g∈ tC ∈
- 3
'き
およ ぴ プ ロ - プ (5 ラ ー aggcga tc c t喜t Sa c ctg ∈cも ta agag- 3
ずき ほ ､ 既
魔の hBt3- 2 配弼 (Ac∈e s sio n 馳 . Z7i389ラ を pri凱e F 甑pT e S §i. 5 So 緬 a r e
(Pe rkまn - EまfHe rApplied Bio systeiBS, 日奉) によ っ て 設計 した 8 設計 し
た プ ライ マ ー およ ぴ プ ロ - プ の 配列をTable8 に示 した ｡ 更 に ､ Figtl r ei8
に ほ ､ hBD-2 感 触 上 の プラ イ マ - お よ び プ ロ - ブの 位置を示 したe こ の
プ ロ - プ は5
'
- 靖 に F娼 (6- c arbo xy- fit w T e S ∈ein)ち 3
守
一 靖に T 感触 (6-
c a Fbo xy- モetr a 取ethylrhoda 盗irle)の 蛍光色素が 二重標識 きれ て い る o G鼻Pt)E
を 濁 る に あ た っ て は Taq鮎 n G鳥PD HCo ntr ol 毘e age鵬 s (Pe r良in - E量摺e r
鼻ppl ied Bio syste 駄 目奉) を用 い たo
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Table8. Nu cle otide s equ e nc-e of defe 托S皇n P C 挽pf 皿 er§ andpr obe･
Ge n e
鼻c e ession 芦ofW a fd 民e v e r§e
ntl mbe T車 prl m et Pm m e F
PT8du e毛
㌘robe
軸 h紳p)
5' -ettc c aggt 5
亨
-
ga etgga毛g 5
亨
- aggcgate e
hB D-2 Z713 89gt毛毛ttggtgg毛 a c ata毛ggc 頓t ta c ecge eも
盈-3
亨
tc e-3
サ
ta agag-3
亨
72
*Refersto 血e a e c e ss量on n tlmberso nE M B L datab盈§e.
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呈0 28 38 48 58 68
(Hind-胃占e -h BD2i f)51 -GC盛延≡CATa 聯gggtCもも酢 aモcte ctct モcもcgも ー3t
g酢ga agCtC C C ag∈C atC agC C a右 脇 追鮭t∈∈tc毛も∈a
78 88 90
モat tc ctgaもgc c
磁
ttc c琴g酢gttt t tggtg酢
180 i呈8 呈28
gg∈gaもc c‡gもtac ctgc Gも若
Fo r 闇O rdPr皇招e T Pr obe
ま30 i40
gagc ∈ataもgtc atc c agt
Re v e r s ePrin e r
i 5O i60 17O 188
t t t tgc c cもaga aggtata a a c aa t 毛呂gc a c cモ
呈98 2OO 2i8 228 238 2唾8
酢ggtCtC∈C 艇 ggag gc C a aga agCtgCもg若g蛋
3I - a c cttgt もt ta cga c酢ttもtcg酢aこ鴫鎚韮三CG-5
1(馳 a - st8P一 転BD2･ ㌻∋
2 5O 268 278 288 290 388
ctgatgcggat tc aga aagggctc c cもc atc agaga cgtgcga c at酢 a a a C ∈a a aもt a
3iO 328
a ctatg酢gtC C a a ag 宅a
338 348 358 368
F皇gtlT el ot Prim ers a nd PTebe 転r 済 D
一望 mR 村鬼事
”
第撰項 hBB-2発現量の標準柁
実験時の サ ンプル 問の ∈B鮎 濃度の 誤差を標準柁する ため ､ 飼敏昭 有無
によ る培養後の 迂ぎ民 締温の 壬感B-2 琉魚雷鼻 レペ ]レを ､ hB顎- 2/G兵学D苫e3遺伝子
の コ ピ - 数の 既 によ っ て 寮め たo きち に ､h 臥2cD野鳥 の増幅の際 ちgen O fieD野鳥
由来の 増幅を防ぐため に ､ r e v e r s epr皇配 T の 配列を e x ofl- 皇nもr o njtlrl∈t皇o 円
上に 設計し, r eve r s epr皇配 r がゲ ノ ム の b軌 2 遺伝子土でほ ア ニ J ) ン
グ出来な い ように して い る o 市販の GAPD怒prigler に つ い て も ､ ま統 r o fl配
列を含むこ と によ っ て ger10 紀よ で の 増幅領域を長く して 増幅しにく宅す
る ことで ､ ge n or% e由来の 増幅を防 い でもミる ｡
孝5
第蓋項 hBB-2 c8日兵s乞a Rda ㌻d の調製
コ ピ ー 数滴蛋の 標準と して 涌 い た 姐B-2 ∈D対義 ほ ､ 放 下の ようを三調整し
たo 慈凝 に末刺激時の EF荒縄胞 よ巧抽出 した total 昆鮎 よ吟 ､ 違転写妄ニよ
巧 cB討Å を合成した o さらに ､ F皇gure 呈O に示すように末端妄三制限酵素骨
イ トを導入した hBD- 2 ∈鼻∈c e s sio n 馳 . Z7 138郎 特異的をプライ マ - に よ
り 耳 PC艮を行 っ た o 特異 プライ マ - の 配列を Tabまe 9 に示 した o 増幅きれ
た断片を粥限酵素処理 して から ､ p崇e/C酢 v e cto r(王R Vitr oge n=こ導入後､
塩基配列を確認 した o GÅPD茸 (鬼c c e s s皇o n 鮎 . 臼33197ラ に つ い ても同種毒ニ
行 っ た o こ れ らの プ ラ ス ミ ドD鮎 を ､ 定量 PC艮の 標準 として 招 い た o
孝6
Table9. 対8 ele otide s e-que n c e of defe 提§ifi §Pe C皇fiepm m e ぎS.
Ge ne 慧;seifO*? Fo f･轡 ardpfl m er 昆eveT SePT- eF
h B D-2 Z 7138撃 t
5
t
gic
G
g
C
t
g
A
c
g
t
A
t
G
t
c
C
c
t
t
T
c
g
c
g
t
t
A
?
t
a
t:c t
5i;GtCfg
c
c
T
c
a
A
c
g
a
G
_
c
a
3
at
c
t
a
t
f
t
g
g
g
t
c
%
*Refe rsto 也e a c e e §§io nntlmbe fS O nE M B L d盈tab盈§e.
ヰ?
第六項 食品サ ン プル調製
KA詞ERA Co rp よ 吟Å手した Sa c cha F O野∈e S C e f
t
e Vis 3
'
a e(甑野藍鮎 嘗e a s嘗
Re郎 を ､10O 喝/邑lとなる ように蒸留永に懸濁した o それを遠心分線毛呈5,88
x g､ 2O Bliri)を三よ っ て永溶性と不溶性 に分 け､ 滅菌複 HF監 細泡の hBD-2
誘導試験 に涌 い た o 凍結乾燥大腸菌粉末 (S王G鮎) も同様に 10窃gjFil とな
るよう に蒸留永に溶か し､ 滅菌後説厳 に招 い た e
同様に ､ 粉末状の ア マ ラ ン ス ､ ア ワ ､ ダイズ ､ およ び ゴ マ を､ iOOBlg/鞄呈
に蒸留永に懸濁して 滅菌 したo 加 熱処理後の ア マ ラ ン ス 穀粒瀞莱 (l o
喝/筏呈) を､ 等量の エ ー テ)レを旗えて エ
ー テ )レ抽出 によ 巧 ､ 凍層 と エ ー テ
ル 層 に分離した o エ - テ ル層 は ､ 完全 に エ - チ)レを蒸発きせ た後に ､ 残 っ
た商分を蒸留永に懸濁したo それぞれ の 函労 ほ ､ 滅菌した後 に h 臥 2fB鞠長
の 誘導式験に供したo永層は ､ 粘性 を除くため に ､ さら に Ba ci33u s s u畠t3'3is
由来 の 薮柁塑 aB3yiase (Ec ョ. 2. i. i;生花学三業襲=ニよ る酵素処理 ∈野C､
3 虹 8,05ng/挽王) を行 っ たo ア ミ ラ ー ゼ処理後､ 遠心労経 〈ま5,灘8 光 g,
20劫皇nラ によ っ て 労乾したよ清と沈渡を､ 試験に供した o 労画 の 渡 れを
Figu r eilに示 した o
確善
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第三節 結果
第 - 項 短BD-2 iB甜A接触系の確豊
我 々 ほ ､ 加熱処理 した来港菌体静莱が､ 培養した HF荒磯艶c3 hBB-2 レ
ベ ル を著しく務聾する こと(i3ラを ､ 感賞義 の 溺愛を三よ 巧再確認した蔓ぬta fi O毛
sbo闇抗ラo 太腹薗に よる bBD-2 投摺鳥 誘導効果をpos皇宮皇腎e ∈e n乞㌻o呈 と して ､
我々 は ､ 琵ぎ監 細泡申の hBD- 2 戚雷魚 レペ み を増力日させ る食品の 迅速で 高感
度をス ク リ ー ニ ン グを可能とす る ､ リ ア)レタイ ム窺豊 崇T- ㌘C昆濁定系を確
立 した o こ の ア ブ セ イ で瀦窺可能な hBD- 2 親甜兵 濃度の範囲ほ ､ プラ ス ミ
ドベ ク タ ー にグ ロ - ニ ン グ した sta nda Td hBD- 2 cD 馳 の尊敬系列を伺 い る
こ と によ っ て 評嶺したo
sta nda;
y
d 旭日- 2 cD艶 の 希釈系列を摺を竜た リ ア)レタイ ム 窓濠 毘T- PC崇 溺
愛系の代表的怨結果を 馬 F呈gu r eま2 に示 したo 蛍光萎ま 写aq po呈yin e r a S eの
5
'
-3
'
e x o ntlele a s e活性 によ っ て ､ hBD- 2 cD 鮎 に結合 した プロ - プ の ぎ真如
と T鼻腔真の 標詫きれた断片湧言分解されて生成きれ - 蛍光強度は増幅きれ た
hBD-2 cD 鮎 の墓に展観す るo 増噂反応が進むに つ れ て 重嘘D- 2 ∈D馳 断片が
増親 して い く こ とに よ巧 ､ 5' - 3サ e x o fl u Cle a s e反応 の 逮度 ､ つ ま串蛍党Q3
生成速度が最東に を巧 ､ プラ 車 一 に達する 約gu r 碧玉2も Pa3? e3 虜ラo こ 巧
結果か ら ､ 溺愛に壊 した cD 馳 濃度が高む､ほ ど泡 蛍寛が検出可能になる の
に鼻翼蜜増幅草イ夕 み 数ほ減少してもーく事を示 してむ篭る o 任 意の 感n
(盛 約諾2 荒 ほ J /3 ま哲 5' - 3
亨
e x o n叫Cle a s e活性の 敦夫反転速度の 釣 28%ラ
に達する増幅サイタ)レ数と､ 供 した eD 馳 の 濃度の ロ グほ選相 関を示し､
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(A Rn=2xlO'＼i.e ･, about20 %ofthe m axim alvel∝ityofthe5
'
-3
1
e x o n u cle a s e
r e a cti00;indjc ated byaho Tizorltals olidlineinpa n el A)(panel B).
Re s u)ts of(rip)ic ale m e a s ur ern e nts w ere s upen mposed.
5Ⅰ
相関係数 は r2-8, 995で あ っ た 宅Figu 『ei2､ pa t?e3 Bラo 三 の結果か ら ､ 三
の 満蒙系で hBD-2 硝RP鬼 レペプレを ､ 8 Ⅹ 18-呈菖 姐 (3ア サ イク ル 増幅∋ およ ぴ
8 x iO
"iO 態∈ま3 サ イ夕)レ増幅) 0)濃度範囲 で 烏 正確に決竃する こ とが 出
来る事が明 らかとな っ たo つ ま巧､ sta nda rd 壬感i3- 2 cDき挽 を摺転盲て 鱒愛す
る こ とによ っ て ､ 網漁 した 肝提 綿鞄申の hBt)- 2 戚討鼻 レ ペ)レを決定ずる こ
と が可能とを っ た o
5芝
第三項 hB芳一2 誘導効果における食品由来常盤物の効果
hBD-2 指監鮎 レ ベ ル を増加 きせ る撃の 出来る食品由来の微生物を検討ず
る ため ､ 我々 は種々 の微生物をス タ リ - こ ン ダ し､ 試験 した 食品由来の 常
盤物の 申で酵母が澄も蘇著を HF髭 細胞中の hBD-2 感 触 誘導効果を示す こ
とを見出したo
酵母粉末を5 Bg/用l の終濃度 へ の 培地涼旗 によ巧 ､ 肝民 雄泡申の hノBD 2
巧㍍Å の 誘導 レ ペ )レほ来朝敦時と比較 して ､ 大腸菌 で の 刺激 と同程度まで
に達ずる約 娼 倍 に増加 した (data n ot sbe 轡n)o hBD- 2 辺甜Å 誘導の涙 顔
となる酵塚申の 成分をi司志する ためをこ､ 酵母粉末を永で抽 出 し､ 遠心分経
に よ っ て 水溶性 画分と不溶性商分 に分嫁し､ そ して 各面労に 対 して 誘導活
性 の 試験を行 っ た｡
'
淵豪の 結 乳 hBD- 2 感 触 誘導活性ほ 本質的に不溶性
頭骨 に存在した (F皇gu r e呈3)｡ 酵母から h臥 2 感 触 誘導活性成分を可溶
柁する た め の B致SOを含む幾つ かの 宥穫溶媒によ る抽出毒真底凄 しをか っ た
こ とか ら､ 細飽壁画労 の よう な酵母申の 不溶性 の 成分 が 控声量締亀瀦渡の 活
性 成分 で ある こ とが示唆きれたo 魂熱処理した鍵盤鞄の接触母 ､ よ記 で述
べ たようをそれ らの 不溶性 の 蘭労 の接触と同棲 に ､ hBD- 2 誘導ほ 巳 斡の繍
泡 に於 い て ほ常盤物 に よ る感染 に対 して 轟こ る事(53きは 簸 ち れ て もち る
約 酢 reま3ラo hBB-2 誘導に関与する成分が ､ 寮生物 の 細胞質洗浄や そこ
から分泌され るもの よりも表面 に位置する こ とばよ 野合理約で あ ると考え
るo
53
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aridG鬼P D H byぬeTaqM蓬n P C 監m eぬod･ The a m o u nto紬 B D
-2Gt)阿鼻
dete rmin ed w a s sta nda fdi芸ed withthatof G ÅタD HeD N 鬼量n e a洩 陵 鈍 盈nd軌e
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n 8 n St皇m tllatedlevel- T亀e s畠m ulado n w呈ぬ E. e ol量w a s she闇 n ぬr e o mp感s 8 恐.
T he 鎚呈m u壬a畠o n e魚e毛s 威th(a)n o add量感v e, 桝 8.75mg触IEi e O呈i℡(eき5 mgi殴I
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第三項 来港菌と穀物による hBB-2 発現に締する相乗的な
其朝激効果
きらに我 々 は ､ 様々 を教生物由来践外の食品よ巧 ､ 岩ぎ髭凍愚申の 転BB-2
感賞A 誘導が可能なも の を ス タ リ - ニ ン グ した ｡ ア マ ラ ン ス ､ ア ワ ､ ダイ
ズ
､ お よ ぴ ゴ マ の楼を数種類 の穀物 の 粉末と来港菌を ､ 琵野良 締愚 に対 して
供刺激する事に よ 巧､ hBD-2 FIR 馳 レ ペ )レを大腸菌 の み で 達成す るも の よ
りも遠か に高く増力日させ る ことが分か っ た o 8.2- 0.5 将/田l の アマ ラ ン ス ､
ア ワ ､ ダイズ ､ およ ぴ ゴ マ 粉末の 共舜弓敦に よる hBD- 2 戚国鳥 レペ プレの 増蔑】
ほ ､ それぞれ 6. 1､ B ふ S. 3､ お よ び 3. 3 倍で あ巧､ 大腸菌単敦で の 健よ
巧も高儀を示 した (,Figu r e s14- 17､ s oll
'
d ba t-S)o bBD-2 感 触 レペ プレは
無刺敦時と比較 して ､ 大腸菌の み で の増 強効果ほ 10倍程度で ある の に対
して ､ HF監細艶 に対する E` c o33と穀類粉末による相乗的な弼漁 によ っ て
25-33倍高くな っ た o しか しながら ち 土記の 穀類 の粉末ほ ､ 琵F農耕泡に対
して 大勝菌を力持えをむち場合 は ち hBD- 2 iB毘H真の 誘導効果ほ 見られをか っ た
繕皇gti r e S呈4 - 17- ope nbaTSラo こ れらの結果ほ 戦 穀類の静養i-まち 教生物
依存的を hBD-2 月盛事挽 誘導活性を増強する こ とを示 して い る o
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第鰐項 ア マ ラ ン ス 申 の hBB-2増強活性成分g)労南
ア マ ラ ン ス によ る誘導増強効果が穀類 の 申で 濠も高か っ たた め(figu r e
呈4)㌔ bBD- 2 誘導効果を増強する こ とe3由来る ア マ ラ ン ス 粉 末申の 活性 成
分の 労画を読み たo ア マ ラ ン ス 穀粒 の 主要成分ほ ､ デ ン プン く56- 78%き と
滴藤 (6 ふ 1Z. 5%∋ で ある(54ラこ と か ら ､ 活性成分の 分軽の ため モ ア マ ラ
ン ス 粉末に対 して 連続的に エ - テ ル抽出と 寿 - トク レ - プ後の ア ミ ラ ー ゼ
処理を行 っ た o 分南棟作の 洗れ を FiguTe iiに示すo ア マ ラ ン ス 粉末の 孟
- テ 舟 摘出 によ っ て ､ 全重量の 約 i8% の 願溶性成分 が分解きれたo しか
しなが ら ､ 大腸菌との 共刺激 に よ る試験で ､ エ - テ ル 抽出 によ っ て 得 られ
た成分中に は ､ 三ぎE 締泡申の hBD- 2 軌RB真の 誘導を増強する成分 はを い こ
とが示さ れ た (Figu r e18きo
乾燥重量で 約 90% を姦め る エ - チ )U抽出によ っ て抱 ぬされをか っ た残
渡を ､ 喪に 懸濁 しオ - トク レ ー プ した際 ､ 可溶托したヂ ン プン によ 巧粘度
が高ま巧､ その 為､ 遠心労殊に よる不溶性成分の分線が阻害され たo ア ミ
ラ - ゼ処理 によ っ て 浄 - をク レ - ブ処理 した エ - チ)レ発砲恕頭骨 の粘性ほ
効果的 に減少し ､ 遠心分館 によ 巧不溶性頭骨 節 分経や富野畿で あ っ た e ア ミ
ラ - ゼ処理後の不溶性頭骨と永溶性商労と同時に ア ミ ラ ー ゼ処理前の £ -
テ ル抽盤面分澄 よ び葬抽出商労 に つ い て ､ 東陽簡素の存在下 で 三ぎ荒緒鞄申
の hBD-2 mR馳 誘導の 増強活性を試験したo こ の 試験 によ 巧､ 大勝薗の み
で の碗敦と氏乾して ､ エ - テ]レ摘出南労の ア ミ ラ - ゼ処理蔚と処理後の 黄
璃敦 によ る bB汐-2 BR欝鼻 誘導増強活性 ほ ､ そ艶ぞれ 2. 3 彪よ ぴ 3.5 倍 で あ
68
6O
誉5O
畳
苛 40
㌢
む
事■ ■ i べ
z
< 38
‡要
喜20
暮
E3
慧18
0
T
T
b c a
Figtlre18. Effe e毛s oぎ§timula毛ion w 地 a m a ra nぬ 甑 銃i8 n§
onh B D-2 m 毘鮮魚 en払盈neeme nti退 H F Ke e豊玉s.宅lき
The ether- e 蒐tr a et逢ゎまe arld 一 説n e 芙経a e宅ab圭efr a eもie n s ofa m a f a nぬ
po 腎de r 轡 er e StlSPendedin 轡 ate r a nd e 荒a m主投e8 ぬr嘘｡ぬ 盈ぢ毛,圭習l宅y
to e曲 a n c eh B D-2 m農村泉Iev告重量n H F Ke en§, 腎払e r e由e §宅im u壬厳重e n
ofthe e-e壬l§ w aspe血 r 提呈edin毛ぬepr e s 母n e e宅s e壬主d b盈F§ラa nd
abs en ce(operlbaf§きof 8･5 mg!mまs宅efili芝edE. c oilpo wde r.
T he effe cts of(a)fl o ad d主由f!書(b)0.2 mgl閉1昆m a f arlthp8 腎deF曹
(c)ether-e 漫打a ぬ 触 fr a c鮎ワ, e O rf e SPO 威 喝 モo 軌 a nd
(dラ ぬ e r tln e蒐tr a etable 鮎 ctl O B, e e fr e §PendirlgtO(b)学 盈T e Sh8 轡rh
T he e 汀O rbar主ndic ate § 鮎 §t盈ndaTdde v呈a由 n ef繭plie ate
f n e a Stlr e Fn e nモs
6ま
る こ とが轟きれ た (ぎigu r e19∋8 同時をニ ､ 来港菌鍔 み で 招刺激と捜擬して ㌔
エ - テ ル 摘出ア ミ ラ ー ゼ賂理後の永溶性菌穿と不溶性商労の 薬剤敦 によ る
hBD-2 粗R 馳 誘導増強活性 は ､ それぞれ 3.7 滋 よび ま.8 倍 で あ っ た o こ 民
らの 結果から ､ 穀類の 増強活性ほ本質的に不溶性 の残液量=有る こ とが示唆
きれ た (FigtiT ei9ラe ア 守 ラ ン ス 粉末 ほ ､ £ - テ]レ綿飴およぴ ア ミ ラ
- 響
処理後に ､ b 臥 2 感触 誘導増強活性を増恕する傾向にあ っ た (F量gu r e si8
- 19)o
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第関節 考察
第 - 項 溺愛系の特徴
我々 は ､ hBD1 2 感触 レ ベ ル を増幅する活性を持づ 食品の ス タ 7] - = ン
グを可能とする ､ 迅速 で高感度怒リ ア 舟 タ イ ム 窓豊 R写- ㌘C罷 讃定法を確立
したo i)ア)レタイ ム PCRを穫 っ たhB9- 2 投機真 の 定量方法ほ ､ 既 に Leh粗a n n
らによ っ て 報告され て い る(55)が ､ 奉論文 で報告 して レ篭る方法は ぅ 馨れ た
再現性 と同時に高感度と正確性を提供す るもの で ある o こ の 試験方法ぼ ､
Leh粗arlnらの 方法よりも 5OO倍の 高感度で ある ､ 8 x 呈800王8 お よ び 8 x 呈0-
iO 姐 の 広 い 範囲で の 拐RB 長波度 の 測窒を可能と した (Figure i2)o re v ers e
pri配 r へ の e x ofl- 皇ntr or3結合慾 の 導Åに よ っ て ､geno捜icD馳 由来の hBD- 2
遺伝子の 増幅の 可能性を排除する こ とがで き ､ D鮎s e 処理 を除 い た簡便な
試験方法を可能とした ｡
sモaflda rd hBD-2 cD百鬼 によ る キ ヤ 7] プレ - シ ョ ン に よ っ て 読療の 再現
性 と正確性が保証され た o hBD- 2 覇ヨ諸島/G最戸汐‡ 凱監艶 放 を算出して補藍を行
う こ と によ っ て ､ 培養細腹の培養 ロ ツ 旨差あるむ盲ほ ウ 孟 ]レ爾差毒こおをする ､
持出した モ8tai 漫馳の 絶対量を変動きせ る可能性を持つ 凝代培養の iiF荒潮
泡を使う こ の 濁定法の 曜 - の弓弓点を除外す る事が出来たo
hBD- 2 珪RW鼻を凝代培養の HF監補数と同等段土 に発覚で きる濁泡韓の検
索を試み た湧音､ 検討 した全 て の 殊に染むもて 茨F最稀亀よ 巧も 甑B召- 2 協蛸島 の
発現慶喜ま低か っ たo 現在我 郎 ま､ hBD- 2 発蔑 の 高もーままの 琵F琵細艶 鍔 不死
柁を試み て い る o
糾
第二項 食品関連素樹からの 済B-2 の誘導
率研究で ほ ､ 孜 々 ほ 玩BD- 2 盛野A 誘導活性を持つ か も しれをむ盲愛晶関連
微生物に対して ス タ 7) - こ ン グを行な旨盲 ､ そ して ､ 5 魚g/田呈 の 酵母粉末を三
よ るfiFK細漁網激が､ 簸刺敦時に好 して 約 48倍 の hBD- Z 戚討轟 を誘導する
拳が 出来る こ とを見由 したo こ の 酵母 による 誘導活性 ほ ､ 大腸菌 によ る鶴
敦と同程度顕著で あ っ た o ニ こ まで 行わ れて きた hBD- 2 誘導効果の 研究ほ 背
痛原性の 微生物 に集中 して お ?j､ こ の 誘導に 関 して は ､ 特をニグ ラ ム 陰性菌
は ､ 病原性 の 酵倦 (C. a3わ1' c a n s) と 同じく ､ 効果 がある こ とが知 ら れ て
い た(i3)¢
パ ン酵母 (S. c e F e y3' sl' a eラ､ ヨ - ダ ]U･ト の 乳酸菌 (£a ctoba cii3us
ac l
-
doph3
.
3u s)､ 大豆発酵の 納豆菌 (B. suわを1'i3' s Ua r, n aE toラ の 様に食 品
の 発酵で の 衛生物利周ほ ､ 港界申の 様々 な食文花の 申 で長 い 歴史が あるo
こ の よう な食品関連の鍵盤物 が ､ hBD-2 発浅を刺激す る こ と妄ニよi3生俸防
御にと っ て 重要な役瀦を果た して態もる惑包も しれ なむもと貰う こ とほ 号 時にそ
の ような食品中の微生物労音直接接触する hB D- 2 産盤雑亀がある 口腔尊書符号巳
管にお い て 可能性が高 い o
こ の 研究で 強調され る の は ､ 病原性教生物だけで ほ をく ､ パ ン酵播妄こ
つ む盲て 亀 hBD- 2 盛野鳥を誘導で き ､ 酵母ほ微生物感染に対す る見終の 防御
の で きる横能侵食晶の 開発 に と っ て 有望 を成分 の 侯葡 で ある寧で ある o 峯
質的に hBD- 2 を誘導す る酵母申の活性 ほ不溶性画分 申に存在する こ とが明
らかとを っ た拳は ､ こ の 活性に関与する成分は繍盈壁 に局在する こ とを惑
轟5
唆 して い る (Figu r ei3きo 盤菌の 感簸 に葉音ず る応答と して ､ 玩BD-2 が輝艶
申で 誘導され る ことば知 ら艶 苦 い る凝(53き､ よ記 で 述 べ た蓋 うな労画業巌
の結果は ､ hBD- 2 誘導に関わ る成分 が教生物 の繍巌質苧分泌物申よ巧むし
ろ 表面 に局在する こ とを矛盾なく示唆 して い る o
奉研究 の もう 一 つ の 重要な発 見ほ ､ ア マ ラ ン ス ､ ア ワ ､ ダイズ ､ お よ
ぴ ゴ マ の梯を い く つ か の 穀類 が ヒ トの繍巌 に対 して 来港菌との 真剣激 によ
っ て hBD- 2 穏鮒真 の 誘導を顕著 に増強する こ とで ある ｡ 穀類の 粉末 による
増強効果ほ ､ 来港菌の みの 効果 と氏乾 して 2. 5- 6.i 倍の hBD- 2 老成窮鳥 誘導
で あ っ た(F皇gu r e s14- i7)o
一 方､ 大腸 菌無 し で ほ こ れ らの穀類 には ばB- 2
打点国Å 誘導効果 ほをか っ た o こ れ らの 結果ほ ､ こ れ らの穀類 が hBD- 2 発現
増強 によ っ て 病原性教生替 に対する 生体防御 に参加 で きる こ とを示唆して
い る o
ア マ ラ ン ス 穀粒粉末に た い する エ ー テ ]レ摘 出およ ぴ ア ミ ラ ー ゼ処理の
数段野の 分画Q)緒巣 ､ ア マ ラ ン ス 穀粒 の増強活性 ほ革質約に不溶性薗労に
有る ことが わか っ た 約gu r e si8事 19ラo D械S8を簸 め とする塚身 を抽地番
媒で ､ ア マ ラ ン ス 穀粒の 活性成分の 可溶柁 の 全て の 読み ほ成功 しなか っ た
が ､ 活性成分の 分析をさ ら に押し進め る こ とによ 巧､ 宥周性 に濠れた活性
成分を得る こと惑音ぬ来ると考えるo
6轟
第三項 肝 - 感 pa 細 野 の活性絶を経た 済B-2 の誘導
ヒ トの Toi ト1呈ke r ec epto ㌻s 汀LRs∋ ほ ､ B㌻o s oph3
'
ia の 整俸防御妄こ慈
要不可欠な TollF e C ePtO r の 示モ ロ
ー グとして発見きれく5恥 こ の r LRs
ほ獲得免疫の - 発と言うよ 巧も自然免疫 の key 指8まe∈ule と考えら 絶 て い
る ｡ TL鮎 分子欝 ほ ､ L PS(57)､ 声 - グ ル カ ン(58)､ 幾 つ か の マ ン ノ - ス 含
有炭永化物(59)､ ペ プチ ドダ7]カ ン(6恥 患 よぴ細菌由来 D野良捌きの様な号
pathoge n- a s s o ciated g1 0le c ula TPat 宅eT nS (P鼻盟Ps∋ を認鼓する こと で ､
病露微生物 の侵入 の 可能性を宿主 に対 して 警告す る こ ともまた報告きれ て
い る o
写L毘s 分子欝 の発現 や機能に つ い て は ､ 様々 な塵塚系細泡 で は轟 きれ て
い るもの の ､ 葬鹿球素顔簸で の 同様を研究尊告ほ ほ とん どを い ｡ しか し恕
がら ､ ヒ トの角柁梯温も ､ P 娼Ps 認識機能を宥す る TiJ 鮎 を発現する事が
由来る こ とを濠近So ngらが報告した(62きo
TLRs 分子群の シ ダナ)レ絃逮 ほ横内転写因子 で ある 肝 - 感 を介すると い
う ことば条Hられ て い る(63きo さらに ､ hBD- 2 遼昏予の 皇淀プt3モ - 夕 一 領
域 にほ 肝 - 嘘 r e spo n s e el 配 統 が存在する(64ラ8 従 っ て ､ 衆生物の 瀦故
によ る 旭D-2 の誘導は ､ 野ぎー 感 path闇ay の 活性柁(65)と同時に起 ニ る o
食品由来 の酵母 によ る hBD-2 艶恕挽 誘導が成功 した こ とに よ っ て ､ 葬病
原性鍵盤物 の 申の何 らかの ㌘Å班Ps 練成労が ､ 病原性寮生物と繋観 の 方法で
TLRs 分子欝 によ っ て 認識され て い る 可能性が高も盲o
- 方 ､ 穀澄粉末ほ来港菌の存在しを い場合の hBD-2 粗壬誹鼻 誘導活性萎ま怒
6?
か っ た ことか ら 宅F噛 汀e S呈4
- 17き､ これ らの 穀類由来の活性成分ほ も TLRs
分子群に認諾きれ て い 恋 い と 考えられる o 穀粒 の 増強活性を引き起 こすメ
カ ニ ズ ム と して ､ hBD- 2 放熱A の誘導増強ほ ち TLRs から 野賢一 感 へ の 来港菌
認蔑 シ グナ)レを伝達する 臼y顎88(66ラ､ 王RA民(67)､ およ ぴ 写RAF6宅68ラC3楼を
下淀 の シ グ ナ ル 伝達 分子 欝 の 穀 類 に よ る活性柁 で あ る と考え ら れ る
(Figtir e20き o も う - つ の 穀 類 に よ る 活 性1巳の 鏡禰 と し て は 一
足ris a n apr a<ko r nkit の 研究 によ っ て ､ 好 一 感 を ブ ロ ッ ク し た申 で ､ 始鼻P一
転皇n a s epath博ay の 活性柁 によ っ て h慈D- 2 ほ誘導され る挙が示さ れ た 桝ラ
こ とから､ 河F- 嘘 よ りむしろ p38､ J服 およ び 藍艮長 の 楼を分子を介した転
写因子 AP- 1 の活性 柁によ る ､ 艶P- 民主n a s epath闇ay の 活性柁(69)が考えち
れ る o 上 記の様 に異物認蔑 の シ グナ ル 伝達分子の 申で ､ 解 れか の 分子が穀
物 によ り活性化きれ る こ とで ､ 誘導増強 に関わ っ て もーる と考え られ る o
6峯
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第拘項 奉研究の巌絹
本研究の 結果 ほ ､ ア マ ラ ン ス ､ ア ワ ､ ダイズ ､ 澄よ ぴ ゴ マ は - 教生物
の を い 場合 ほ hBD- 2 戚討真 の 誘導効果を持たなむ-が ､ 微生物の感幾が成重
して い る場合は ､ hBD- 2 成田真の 発現 を増強出来る こ とを明らか に した昏
上記 で述 べ た食品に よる HF荒 磯鞄内の hBB- 2 抱囲鬼 の 誘導と増幅 に閲す る
発見 は J
･
n vl
･
yo で の 効果を確認す る必 要ほあるもの の , 口腔 部肖花器宮
内で ほ食物が直接接触出来る こ とか ら ､ 有効 に働く可能性が高 い と考えら
れる ｡ つ まりこ れ らの 誘導増強 シ ス テ ム を羽周する ､ E3歴 ､ 皮膚一 呼吸暮
その髄 の 組織に於 い て 微生物感染 に対 して 俸 を防御する事の 出来る機能性
食品の 開発 の 新た な可能性を開 い た ｡ こ の ような誘導増強活性を持 つ 穀類
を日常的に摂取する こ と によ っ て ､ 稀菌感染 に対する応答に高い レベ ル の
敏速な h 臥 2n矧真 の 誘導が可能な親善に俸を維持す る こ とがで き ､ Åの
健康練持に役立 つ と考えられ る ｡ さ ら に､ こ れ らの 穀類や酵母の ような食
用教生物を含む食品の相乗的を誘導効果を持つ 観み合 わせ を日常摂取する
こと で ､ E3腔 ､ 港管上皮席泡申の hBD- 2 粗野鬼 誘導効果を促進す る拳重苦出
来る可能性が高 い と考えら れる ｡ こ の活性 に関連する機能性食品の 開発 ほ
現在進行中で ある o
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第鰐車 線括
hBD-2 の 宥月3i隆に つ い て は ､ 既 に様々 を報告がなきれて い る が ､ 抜歯鰭
性 に つ い て は ､ グラ ム 陰性菌とく に夷勝商学緑膿菌号 桑薗で ほ尭 ン ジ ダ等
に対 する高い 抜歯効果が報告され て い る o こ れ らの 薗 は 日和見感染時 に孟
く見ら れる菌で ある こ と から hBD- 2 の 日常的を潜在的宥摺性がわ か る o 奉
研 究で ほ ､ これ らの 日和見菌践外 に新た にう蝕性 レ ンサ 球菌に対して抗菌
活性を持つ こ とを見出 し､ - 方で常在性 の レ ンサ 球菌 に対 して ほ影響が憩
い こ とか ら hBt)- 2 の 口腔内で の 有効性 に つ も竜て も明ら か とを っ た o
さらに ､ hBD- 2は ､ 抗菌活性践外で も樹状締泡刺激活性を持 つ こ とか ら ､
感染初期 における免疫応答にも自然免疫 と獲得免疫の 僚渡 しと して 重要を
役割を担っ て い る事が分か っ て い る ｡ こ れ ら の こ とか らも ､ 体内 で の hBD- 2
産生を高め る こ とは健康練持にと っ て 有頗 で あ巧 ､ 我 身 は ､ 日常 的を食品
摂取 によ っ て こ の様な hBD- 2 産生 を高め る挙が出来れ ぼ生 体防御にと っ て
有効怨機能性食品と して の 開発 が可能で あると考えたo
そ こ で 与 hBD- 2 産生を上皮系細逸で 測定で きる if7 yl* ff$o 実験系を確立
し､ 食材をス クリ ー ニ ン グしたと こ ろ ､ パ ン酵母や穀類に 誘導増強活性が
存在する こ とが明らか とを っ た ｡ 更に ､ 穀類に於 い て はそれ 自身で ほ hBD- 2
誘導弼敏活性を持たな い にも関わらず ､ 菌体成分と同時 に慈恵日する こ と に
よ巧誘導効果 の増強を引き起 こす活性を持 つ こ と が明らか とな っ た o こ れ
ら の 誘導澄 よ び増強活性を羽周 して ､ 自然免疫を活性絶する こと によ っ て
感染の 防御能を高め て おく こ とが出来ると思わ れる o
7壬
今後､ 日率は高齢柁社会にÅ巧 ､ 多くの 高齢者は旗齢と共に免疫力が低
下 し ､ 感染症 に笹厳 しやすくなる o 奉研 究で 見ぉきれ た ような成分を羽閲
した自然免疫誘導増強食品の 摂取が ､ 病気にか かりにくもち俸を経緯し ､ 健
康管理を行 っ て い くよ で重要で あると思 われ る ｡
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要旨
阻止円形成試験 による hBi3- 2 の締菌に封ずる 生育阻害鍔検討に よ っ
て ､ hBD-2 が ヒ ト の 口 腔 で 主 要 な う 簸原 因 薗 と さ 艶 で むi る
Strepto c o c c u sty uta n sとs` s o5f
-i8 u Sに 対 して抗菌効果を宥する こ と
を明らかに した o
- 方､ ヒ トの 口腔 で 主要な常在締菌で ある S. B3' を1f s ほ ､ 迫皇モisgr o up
内の S. c otlSte13atu s､ S. a ng 細 s u sおよ び s. 鰯 e r 讃ediu sを含む
健の 菌穫ほ 高感受性 で ある にもか かわ らず ､ 入手先の 異なる 2 株を試
験 した と こ ろ hBf)- 2 に対 して抵抗性 が ある こ とが わか っ た o転BD- 2 ほ ､
弄う簸凍性 の 蘭に対 して 多少 は効果を示す が ､ う蝕単性 レ ン サ 球菌に
対 して 生 育を阻害 し ､ 日渡か らう蝕の 原 因を除去する聾によ っ て 虫歯
の予 防に翠j 伺で きる可能性が ある｡
S. Bu
'
tis およ び S. a ngif10 Su S の hBD- 2 に射する高い 抵抗性 ほ ､
3 ,4 - Dichlo r ois o c o u壌a㌻皇n ∈3,4- DC王) の様を pr ote皇rla S einhibi to r
の 存在下 で 阻止円形成試験 を希う こ とによ っ て 減少 し ､ 高感受性 に変
わ っ た o こ の 現象は to sylphe nylaiariin e chio r o 配thyiketo fl e(T㌘C監ラ､
苧 4-(2- ぬir10 ethyl)-beriZ e neS ulfo nyl flu o ride hぎdrocblo Tide
(AEBSF) で は弱 い 傾向にあ っ た o
こ れ らの 結果ほ ､ chyB OtryPSin -like s e rin eprotein a s e活性 によ
る hBD- 2 に対 するE3腔細菌にお妄チる生存横棒の 発生を示唆 して 彪巧､
繍菌は hBD- 2 に対 して タ ンパ ク 分解 によ る自己防御機構を獲得してもー
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る こ とが考えら れ たo
我 々 は ､ ヒ ト表皮角柁細亀申の bBD- 2 レペ ]レを増魂き尊 る食品東漸 の 迅
速で 高感度をス クリ ー ニ ン グを可能にする ､ リ ア ル タイム 定量 PC民法を確
立 した o hBB12 cD封Aを標準と して 使う こと によ る 玩BD-2 指摘真 の 連iE検出
範尚ほ ､ 8 Ⅹ 10
}i8尚 (37- cycまe 増幅) か ら8 x ほ-18日 (13- cycle 増幅)
で あ っ たo こ の 溺定系によ っ て ､ 培養液 へ の 酵母瀞来意寿日に よ り細飽 を刺
激する こ と で太腹菌 によ る網漁 と同様の 誘導で ある ､ 約 40倍の hBD- 2昏虫類Å
レベ ル の 増加が認め られたo 酵母申の 活性 或分 ほ永に対 して 不溶性 で あ っ
た o
大腸菌と ア マ ラ ン ス ､ ア ワ ､ ダイ ズ ､ ゴ マ の 様な穀類と の 相乗的を細飽
に対する 英刺激 によ っ て ､ hBD- 2 吉成鮎 の 誘導ほ大腸菌の み の 刺激 に 対 し
て 6.l､ 2 .5､ 3.3､ 3,3 倍 に それ ぞれ顕著に増幅され た ｡ ア マ ラ ン ス 穀粒
に対する数段階の分 函の結果 ､ エ ー テ) レ抽 出､ およぴア ミ ラ - ゼ享削巳によ
っ て ア マ ラ ンス穀粒の誘導増強効果 は不溶性の 頭骨 にある こ とが示 され た o
食品成分 に よ る土皮細温 に好する顕著 な hBD- 2 筏滑鼻 誘導増強効果 ほ ､ 口
腔 ､ 皮膚､ 呼吸器官等 - の微生物感染 に対 して 俸を保護する こ と の で きる ､
磯能軽食晶の 開発 の 新たな可能性を開 い た o
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